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1 沙 欧 总 黄酮 对 脂 多 糖 诱导 的 小 鼠 腹 腔 巨 星 细 胞 炎症 介质 的 影响 
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二 
DE 


3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 
4 W i 本 试验 以 脂 多 糖 PS) 诱导 的 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 为 炎症 模型 ， 旨 在 研究 沙 萄 总 黄 
5 ” 酮 的 抗 炎 作 用 。 应 用 CCK-8 法 科 选 沙 芍 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 吻 细 胞 活力 具有 促进 作用 的 浓 


6 ， 度 ,在 此 基础 上 设置 对 照 组 、LPS 组 (应 激 模 型 ，1 hg/mL LPS)、 沙 萄 总 黄酮 低 剂量 组 (25 


7 ”pg/mL PRAM g/mL LPS)、 沙 萄 总 黄酮 中 剂量 组 (50 pg/mL 沙 获 总 黄酮 +1 pg/mL 


8 ”LPS)、 沙 萄 总 黄酮 高 剂量 组 C100 ug/mL 沙 荧 总 黄酮 +1 ug/mL LPS). H Griess 法 测定 细胞 
9 ”上 清 液 中 一 氧化 氮 NO) 含量 ; 用 酶 联 免 疫 吸附 法 (ELISA) 测定 细胞 上 清 液 中 肿瘤 坏死 


10 ”因子 -a (TNF-a) AAK CIL) -6、IL-1B、IL-10 含量 ; 用 道 转录 聚合 酶 链 反 应 RT-PCR) 


11 ”法 测定 细胞 中 TNF-a. IL-6. IL-AB. IL-10, AMAAN (iNOS) mRNA 表达 量 。 结 果 表 


12 Hj: D 与 对 照 组 相 比 ， 沙 萄 总 黄酮 的 添加 浓度 在 25.0~100.0 ug/mL 均 能 显著 提高 细胞 增殖 


13  X& (P<0.05); 2) 与 对 照 组 相 比 ，LPS 组 能 显著 提高 细胞 上 清 液 NO 的 含量 (P<0.05); 与 
14 LPS 组 相 比 ， 不 同 浓度 沙 欧 总 黄酮 均 能 显著 抑制 NO 的 产生 (P<0.05); 3) 与 对 照 组 相 比 ， 


15 LPS 组 的 细胞 上 清 液 中 TNF-a. IL-6. IL-1B. IL-10 含量 以 及 细胞 中 基因 表达 量 均 显 著 提 高 


16 (P<0.05); 与 LPS 组 相 比 ， 除 了 低 剂 量 组 IL-1B 外 ，25$、50、100 ug/mL 沙 区 总 黄酮 浓度 显 


puis 


17 “ 著 降 低 细 胞 上 清 液 中 TNF-o、IL-6、IL-1B 含 量 (P<0.05)， 除 了 低 剂 量 组 IL-10 Sb, Sim 


18 — JJ IL-10 含量 (P<0.05); 除了 低 剂量 组 iNOS 外 ，25、50、100 ug/mL 沙 莉 总 黄酮 浓度 显著 


19 ”抑制 细胞 中 TNF-a. IL-6. IL-18. iNOS mRNA 的 表达 (CP<0.05)， 有 促进 IL-10 mRNA 表达 
20 ”的 趋势 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 综 上 ， 沙 萄 总 黄酮 对 LPS 诱导 的 小 鼠 腹 腔 巨 哈 细 胞 具有 


21 ”显著 的 抗 炎 作用 。 
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24 炎症 是 人 和 动物 常见 的 病理 过 程 ， 并 出 现 红 、 肿 、 热 、 痛 、 痒 等 典型 症状 。 在 炎症 发 生 


25 ”过 程 中 , 致 炎 因 素 导 致 的 组 织 损伤 和 机 体 启动 的 抗 损伤 之 间 的 优势 对 比 决 定 着 炎症 的 发 展 方 


26 ”向 和 结局 由。 炎症 发 生 后 ， 一 般 采 用 传统 的 抗 炎 药 物 进行 治疗 ， 虽 然 这 些 药物 的 抗 炎 效 果 较 


27 ”好 ,但 是 副作用 也 较 大 ， 因 此 ,研发 安全 无 副作用 的 蔡 代 品 成 为 了 新 的 热点 。 病 原 微生物 引 


28 ”起 的 炎症 过 程 中 ， 致 使 单 核 巨 鸣 细 胞 产生 不 同 程度 的 增生 。 巨 鸣 细 胞 是 主要 的 炎 性 细胞 ， 当 


29 ”其 受到 外 界 抗原 刺激 时 会 释放 白介素 AL) -6、 肿 瘤 坏 死因 子 -u (TNF-a) 等 一 系列 炎 性 


Me 


30 ” 胞 因子 ， 从 而 促进 炎症 反应 和 组 织 损 伤 外 。 局 部 炎症 反应 也 会 影响 到 整个 机 体 ， 从 而 产生 不 
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31 FURERERS PEI, BARRARE REE HAS DBR EA ACE ACHE), HA, ERA 


32 TERN AAS, ERDRE MAS THA SERA. WA, RABE. 


33 i, ZARTE, RAMAN), WAS AMR. EK, WAEL ARTE 


34 ”物质 ， PMR WM 2, MMR We RE ENS ARARRA 


35 ”机 化 合 物 , 并 具有 抗 氧化 、 抗菌 消炎 、 抗 病毒 、 抗 癌 等 作用 ”1。 所 以 , 本 研究 以 脂 多 糖 (LPS) 


= 


ALA RTE AL, RDR AR R BOR, KVARKA 


i 


= 
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37 ”进一步 开发 和 利用 提供 科学 依据 。 


三 38 1 材料 与 方法 


=> 39 11 试验 动物 


40 6-8 周 龄 的 C57BL/6J 雄性 小 鼠 ， 购 自 内 蒙古 医科 大 学 实验 动物 中 心 。 


41 12 药物 及 试剂 


42 沙 稚 总 黄酮 [由 本 实验 室 自 己 提 取 制 备 ， 提 取 率 为 《12.85+0.03) mg/g!) ]、 液 体 令 


43 ” 醇 酸 盐 培养 基 (7017946, BD). LPS (L2880，Sigma)、 胎 牛 血清 (FBS, FND500, ExCell 


44 Bio). RPMI-1640 培养 基 (C11875500BT，Gibco)、CCK-8 (ck04， 东 仁 化 学 科技 有 限 公 司 )、 


45 ”二 甲 基 亚 砚 (DMSO，D8371，Solarbio)、 一 氧化 氮 NO) 试剂 盒 (G2930, Promega). RNA 


46 ”提取 试剂 合 (Axygen)、 反 转录 试剂 盒 (RR047A, TaKaRa). PCR 试剂 盒 (RR820A, TaKaRa), 


~hinnyi 人 全 甘 
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47 “TNF-o 酶 联 免疫 吸附 法 (ELISA) 试剂 盒 (430904, Biolegend), IL-6 ELISA 试剂 盒 (431304， 
48 Biolegend), IL-10 ELISA 试剂 盒 〈88-7105，Invitrogen)、IL-1B ELISA 试剂 盒 (432604， 
49 Biolegend). 


50 1.3 试验 仪器 


51 SynergyHT 酶 标 仪 〈 美 国 伯 腾 仪 器 有 限 公 司 )、IX51 倒置 显微镜 〈 奥 林 巴 斯 科技 有 限 公 


52 n". Roche480 PCR 仪 (罗氏 诊断 产品 有 限 公司 )、 恒温 培养 箱 ( 赛 默 飞 世 和 尔 科技 有 限 公司 )、 


53 低温 离心 机 (上 海 铺 泽 商贸 有 限 公司 )。 


54 14 小 鼠 腹 腔 巨 哈 细 胞 的 培养 


55 HY 6~8 周 龄 的 C57BL/6J 雄性 小 鼠 ， 向 其 腹腔 内 注射 3% 的 i. mL, HH 72h， 脱 颈 


56 ”法 处 死 ， 于 75% 乙 醇 中 浸泡 2~3 min， 在 无 菌 超 净 台 里 暴露 小 鼠 腹 腔 ， 用 预 冷 磷酸 盐 缓 冲 液 


57 (PBS) 冲洗 3 次 , 每 次 5 mL, 收集 灌 洗 液 , 将 灌 洗 液 在 5 000 r/min, 4 “CAE TF E 3 min, 


Me 


58 Eb, ME 10% FBS 的 RPMI-1640 培养 基 重 悬 细胞 ， 加 入 培养 板 中 ,在 37 C, 5% CO» 


59 ”的 培养 箱 中 进行 培养 0 。 


60 L5 指标 测定 


61 1.5.1 CCK-8 法 测定 细胞 增殖 率 


d 62 将 细胞 以 4x104 个 / 孔 接 种 于 96 FLAK, WERE 2h 后 , 对 照 组 添加 含有 0.1% DMSO 的 完全 


63 ”培养 基 03, 各 沙 欧 总 黄酮 组 加 入 不 同 浓度 的 沙 萤 总 黄酮 溶液 , 使 其 终 浓 度 分 别 为 12.5、25.0、 


64 ”50.0、100.0、200.0 ng/mL, 分 别 培 养 24 h, 再 加 入 100 uL € 10% CCK-8 溶液 的 完全 培养 基 ， 


65 ”继续 培养 2h 后 ， 在 450 nm 波长 处 测定 吸光 度 (OD) 值 。 
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66  L5.1 Griess 法 测定 细胞 上 清 液 中 NO 含 


Me 


67 将 细胞 以 2.5x 105 4L BERI 24 和 孔 板 ， 贴 壁 2h 后 ， 用 预 冷 的 PBS 洗涤 细胞 2 次 ， 分 


at 


68 ”为 对 照 组 、LPS 组 (应 激 模 型 组 ，1 g/mL LPS) AA, 528 Ree MRR (25 ug/mL 沙 


69 ” 萄 总 黄酮 +1 pg/mL LPS)、 沙 区 总 黄酮 中 剂量 组 C50 pg/mL 沙 殴 总 黄酮 +1 pg/mL LPS), yb 
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欧 总 黄酮 高 剂量 组 (100 pg/mL 沙 萄 总 黄酮 +1 pg/mL LPS)。 对 照 组 添加 含有 0.1% DMSO 的 


完全 培养 基 ，LPS 组 添加 终 浓 度 为 1 ug/mL 的 LPS， 各 沙 欧 总 黄酮 组 先 用 不 同 浓度 沙 区 总 黄 


酮 溶液 对 细胞 预 处 理 1h 后 再 添加 1 pg/mL 的 LPS 共同 处 理 24 h。 收 集 细胞 上 清 液 ,用 Griees 


法 测定 NO 含量 。 


1.5. RT-PCR 法 测定 细胞 中 TNF-x、 丰 -10、 克 -18、 克 -6、 一 氧化 氮 合 酶 (iNOS) mRNA 


表达 


细胞 以 2.5x105 个 / 孔 接 种 于 6 孔 细 胞 培养 板 ， 分 组 同上 ， 培 养 h 后 将 培养 板 里 的 培 


FEF, FAA AY PBS 洗涤 细胞 2 次 ， 对 照 组 添加 含有 0.199 DMSO 的 完全 培养 基 ，LPS 


组 添加 终 浓 度 为 g/mL 的 LPS, 各 沙 芍 总 黄酮 组 先 用 不 同 浓度 沙 蕉 总 黄酮 溶液 对 细胞 预 处 


Ht 


里 1 h 后 再 添加 1 ug/mL 的 LPS 共同 处 理 4 及 12h。 培 养 4 及 12h 后 ， 弃 掉 细胞 上 清 ， 用 


预 冷 的 PBS 洗涤 细胞 ， 添 加 细胞 裂解 液 ， 反 复 歇 打 细胞 ，1.5 mL EP 管 收集 细胞 ， 提 取 细 胞 


总 RNA。 按 照 逆转 录 试 剂 合 说 明 书 所 述 方法 制备 cDNA， 通过 特异 性 引物 对 细胞 中 TNF-a、 


T 
Ó 
o 


IL-10, IL-18, IL-6. iNOS 及 其 内 参 B- 肌 动 蛋 白 Cp-actin. 进行 扩 增 ， 基 因 引 物 序列 见 寻 


本 试验 RT-PCR 采用 20 HL 试验 体系 ， 其 中 无 酶 水 6.4 gL、 染料 10 nL、 上 下 引物 各 0.8 uL 


及 道 转录 反应 产物 2 pL。 
表 1 基因 引物 序列 
Table 1 The primer sequences of genes 
Fabs GenBank 登录 号 引物 序列 长 度 
Genes GenBank accession No. Primer sequences (5'—3') Length/bp 
肿瘤 坏死 因子 -a F:GTGATCGGTCCCCAAAGG 
NM 013693.3 136 
TNF-a R:GGTGGTTTGCTACGACGTG 
介 素 -10 F:CCTTAATGCAGGACTTTAAGG 
NM 010548.2 134 


IL-10 GTTA 


:201812.00846v1 
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R:ACCCAGGGAATTCAAATGCT 


介 素 -6 F:TGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC 
NM 031168.2 121 
IL-6 R:CCAGTTTGGTAGCATCCATCA 
介 素 -1B F:TTCATCTTTGAAGAAGAGCCCAT 
NM 008361. 102 
IL-18 R: TCGGAGCCTGTAGTGCAGTT 
一 氧化 氮 合 酶 F: TCCATGACTCCCAGCACA 
NM 010927.3 108 
iNOS R: CCATCTCCTGCATTTCTTCC 
B- 肌 动 蛋 F: CAGCTGAGAGGGAAATCGTG 
NM 007393.3 104 
B-actin R: CTCCAGGGAGGAAGAGGATG 


1.5.3 ELISA 法 测定 细胞 上 清 液 中 TNF-w、IL-6、IL-10、IL-18 的 含量 


将 细胞 以 2.5x105 个 / 孔 接 种 于 6 孔 培养 板 ， 分 组 同上 ， 贴 壁 2h 后 用 预 冷 PBS 洗涤 细胞 


2 次 ， 对 照 组 添加 含有 0.1% DMSO 的 完全 培养 基 ， 各 沙 莹 总 黄酮 组 先 用 不 同 浓度 沙 枕 总 黄 


酮 溶液 对 细胞 预 处 理 1 h 后 再 添加 1 ug/mL 的 LPS 共同 处 理 24h, 收集 细胞 上 清 液 。 试 验方 


法 按 ELISA 试剂 盒 说 明 书 进行 操作 ， 在 450 nm 波长 处 测定 OD 值 。 


L6 数据 统计 与 分 析 


试验 数据 以 平均 值 + 标 准 误 表 示 ， 应 用 SAS 9.0 软件 对 试验 数据 进行 统计 学 分 析 。 组 间 


比较 采用 单 因 素 方 差分 析 ，P<0.05 为 差异 显著 ，P>0.05 为 差异 不 显著 。 


3.1. 沙 萤 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 吹 细 胞 增殖 率 的 影响 


如 图 1 所 示 ， 与 对 照 组 (0 jg/mL) 相 比 ，12.5~200.0 pg/mL 浓度 的 沙 荧 总 黄酮 均 可 显著 提 


高 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 的 增殖 率 CP<0.05)， 在 12.5~100.0 ug/mL 浓度 ， 随 着 沙 萄 总 黄酮 浓度 


的 增加 细胞 增值 率 也 逐渐 上 升 ， 当 添加 浓度 为 200.0 ug/mL 时 ， 细 胞 增殖 率 呈 现下 降 趋势 ， 
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数据 柱 标注 不 同 字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) 。 图 2~ 图 7 同 。 


Data bars with different letters mean significant difference (P<0.05). The same as Fig. 2 to Fig. 7. 


LW AAS SAL ot S b ER aS E ois A HL PS FELT FISICA 


Fig. 1 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on proliferation ratio of mouse 


peritoneal macrophages 


3.2 ” 沙 芍 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 上 清 液 中 NO 含量 的 影响 


I] 


如 图 2 所 示 ， 与 对 照 组 相 比 ，LPS ZA) BR Res Ba e UP NO 含量 显著 提高 


(P<0.05); 与 LPS 组 相 比 ,不同 浓 度 沙 获 总 黄酮 均 能 显著 抑制 NO 的 产生 ， 并 且 呈 剂量 依 


d 
| c 

10 4 
b 

8 | = 

6 4 a 

4d 

e 
, i 
0 , 


对 照 组 LPS 组 做 剂量 组 中 剂量 组 高 剂量 组 
ug/mL 


HALE CP<0.05). 


Lr. 


NO 含量 UM 


2 沙 萄 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 吹 细 胞 上 清 液 中 NO 含量 的 影响 


Fig.2 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on NO content in the 
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supernatant of mouse peritoneal macrophages 


3.3. WA ae Me et) SUE ELMAN TNF-a. IL-10, IL-6, IL-18. iNOS mRNA 表达 的 影响 


如 图 3~ 图 7 所 示 ， 在 对 照 组 细胞 中 TNF-a. IL-6. IL-18, iNOS mRNA 表达 量 较 少 ， 但 


当 单独 添加 1 pg/mL 的 LPS 对 细胞 刺激 培养 后 ，TNF-a、 氏 -6、 氏 -16、iNOS 的 表达 均 增加 。 


与 LPS 组 相 比 ,除了 低 剂 量 组 iNOS 外 , 各 浓度 沙 萄 总 黄酮 均 能 显著 抑制 细胞 中 TNF-a. IL-6, 


X 


IL-1. iNOS mRNA 的 表达 (CP<0.05)， 并 具有 一 定 的 剂量 效应 关系 。 而 对 于 L-10 来 说 ， 在 


沙 莉 总 黄酮 添加 浓度 为 100 pg/mL 时 IL-10 mRNA 表达 量 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 


与 LPS 组 差异 不 显著 (P>0.05). 
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3. ， 沙 和 殴 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 TNF-a mRNA 表达 的 影响 


Fig.3 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on TNF-a mRNA expression 


of mouse peritoneal macrophages 
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129 4. Yb28 x MOL 7) BRUTUS Ex I ZI, IL-6 mRNA 表达 的 影响 


130 Fig. 4 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on the IL-6 mRNA expression 


131 of mouse peritoneal macrophages 
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134 5. 沙 区 总 黄酮 对 小 鼠 腹腔 巨 鸣 细 胞 IL-18 mRNA 表达 的 影响 . 


135 Fig. 5 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on /L-15 mRNA expression of 


136 mouse peritoneal macrophages 
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Fig.6 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on IL-10 mRNA expression of 
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Fig.7 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on iNOS mRNA expression of 
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ES AR IRL EJAN 


示 ， 与 对 照 组 相 比 ，LPS 组 炎 ; 


mouse peritoneal macrophages 


5 


TNF-a, IL-6, IL-1p. IL-10 含量 


的 影响 


因子 TNF-a、IL-6、IL-1B 以 及 抗 炎 因 子 IL-10 


与 LPS 组 相 比 ， 除 了 低 剂 量 组 的 IL-16, 添加 各 浓度 沙 萄 总 黄 


iz 


151 MARET E AR) Bx S E LR. LSA TNF-a. IL-6. IL-18 5 Œ (P<0.05); 然而 IL-10 


152 ARER, SARAHA, AWIR Am ART Ey EAS Ife SERT RS S BUE E 


Zl 


153 MESH Fi IL-10 的 含量 (P<0.05)。 


154 K2 沙 营 总 黄酮 对 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 上 清 液 TNF-o、IL-6、IL-1B8、IL-10 含量 的 影响 
155 Table 2 Effects of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel on the contents of TNF-a, 
156 IL-6, IL-1p, IL-10 in the supernatant of mouse peritoneal macrophages (n=3) pg/mL 
157 
项 对 照 组 LPS 组 低 剂量 组 中 剂量 组 高 剂量 组 
High dosage group 
Items Control group LPS group Low dosage group Medium dosage group 
> 肿瘤 坏死 因子 -a 42.01+6.15° 5 648.13+249.50 4 344,00+66.00° 3 348.00::37.40* 2 464.00+81.604 
CN TNF-a 
= 白介素 -6 IL-6 500.00+26.50° 19 983.30+407.10° 16 773.30+302.80° 10 990.00+432.70° 9 983.33+25.10¢ 
| 白介素 -1B IL-18 29.00+0.054 94.00+5.29 91.6744.93" 76.6843.75° 69.33+1.53° 
白介素 -10 IL-10 13.60+0.584 1 316.30+£11.00° 1 311.60+13.60° 1 573.00456.80° 2 209.60+18.50? 


s 158 ”数据 肩 标 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 


159 Values with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 


160 4 讨 ie 


i 
i 


161 一 般 情况 下 ， 当 机 体内 的 抗 炎 因子 和 促 炎 因 子 保持 平衡 时 ,机体 的 生理 生化 功能 维持 正 


162 Æ. 但 是 当 体内 的 细胞 因子 、 炎 症 因子 等 产生 过 多 ,超过 机 体 自身 的 保护 能 力 时 ， 机 体 就 会 


163 出现 相应 炎症 071。 炎症 是 机 体 对 外 抗衡 的 一 种 抗 病 反应 , 使 细胞 表面 获取 更 多 的 氧 及 营养 物 


164 ，” 质 ,所 以 对 机 体 有 利 。 但 是 在 一 些 外 界 因素 影响 下 ， 抗 炎 因 子 也 可 以 转化 成 对 机 体 有 害 的 因 


165 ” 素 。 炎症 分 为 慢性 炎症 和 急性 炎症 ,在 急性 炎症 所 产生 的 高 浓度 炎症 因子 的 持续 刺激 下 ， 急 


T 


166 ”性 炎症 会 转变 为 相应 的 慢性 炎症 , 慢性 炎症 与 冠 心 病 、 高 血压 、 甚 至 癌症 等 一 些 慢性 疾病 有 
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167 ”密切 相关 M9。 在 炎症 反应 中 巨 鸣 细 胞 的 活化 起 着 重要 的 作用 , 在 未 受到 外 界 因 素 刺 激 时 巨 噬 


IU 


168 ”细胞 并 没有 表现 出 免疫 功能 09， 但 是 当 受 到 LPS 等 外 界 因 素 的 刺激 后 ， 被 激活 的 巨 噬 细 胞 


169 ”释放 大 量 的 细胞 因子 ， 如 TNF-a, IL-1B. IL-6, IL-10 等 ， 这 些 细胞 因子 相互 影响 ， 在 炎症 


170 ”中 起 着 重要 的 调节 作用 。 因此, 在 本 研究 中 选择 在 炎症 反应 中 具有 代表 性 的 促 炎 因子 工 -18B、 


171  IL-6. IL-10, TNF-a7jJllxE tite, IL-1 A IL-1o/fll IL-1p 2 种 ，IL-1o 是 一 种 结合 性 的 细胞 ， 


172 只 有 与 其 他 细胞 相互 结合 后 才能 发 挥 作用 ; IL-1B 在 机 体内 有 较 强 的 生物 学 活性 ， 能 增强 免 


173 疫 细 胞 的 杀伤 力 ， 引 起 炎症 反应 ， 也 能 促进 免疫 应 答 反 应 中 。IL-6 在 机 体内 有 非常 广泛 的 


"- 174 ”作用 ， 在 免疫 应 答 反 应 和 细胞 生长 中 起 着 很 大 的 作用 ， 同 时 刺激 IL-1 受 体 持 抗 剂 和 可 溶性 


© 175 ”TNF-Qa 受 体 抑 制 开 -1、TNFEF-a 等 致 炎 因子 的 早期 合成 P1。IL-10 是 机 体内 一 种 具有 双重 作用 
e 176 BAWAT, EAMH SE VE A EUG RRRA. IL-10 还 可 以 抑制 单 核 巨 噬 细 胞 免疫 介 


N 177 ARR ARREK AAF BERE FCAT. TNF- o: E WA E T 7^ AEB — b E DS] 


178 ” 子 , 是 在 炎症 反应 中 产生 最 早 的 炎症 介质 ,在 机 体内 的 一 些 生理 反应 中 起 着 多 方面 的 作用 中 1。 


179 41 沙 萤 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 吹 细 胞 增殖 率 的 影响 


180 细胞 活力 是 反映 细胞 增殖 及 细胞 相对 增殖 率 的 重要 的 指标 , 巨 吹 细 胞 是 机 体内 重要 的 免 


181 KAR, 具有 多 种 生物 学 功能 ,， 它 能 识别 和 吞噬 入 侵 机 体 的 一 些 病原 及 对 机 体 产 生 和 危害 的 物 


182 “” 质 ,引起 机 体 的 免疫 应 答 反 应 5。 且 前 人 研究 表明 ， 在 风湿 性 关节 炎 、 纤 维 化 肺炎 及 溃疡 性 


183 ”结肠 炎 等 炎症 性 疾病 转 归 等 方面 巨 唉 细胞 本 身 的 一 些 功能 有 重要 意义 乓 。 一 些 细胞 炎症 因子 、 


Tm 


184 LPS “HR REO EL, FE LPS 称 为 内 毒素 ， 对 单 核 巨 噬 细 胞 有 很 强 的 激活 功能 PC9。 


185 ”在 本 研究 中 发 现 沙 莉 总 黄酮 能 显著 提高 小 鼠 腹腔 巨 噬 细 胞 的 增殖 率 ， 当 沙 敬 总 黄酮 浓度 为 


186 — 100.0-200.0 pg/mL 时 ， 细 胞 增殖 率 显著 升 高 ， 在 12.5~50.0 ug/mL 时 增殖 率 明 显 不 及 前 者 ， 


187 ”但 是 当 浓 度 达到 200.0 ug/mL 时 ， 增 殖 率 会 出 现下 降 趋 势 ， 所 以 过 低 、 过 高 浓度 的 黄酮 类 化 


188 合 物 都 会 影响 细胞 活力 。 


189 4.2 沙 欧 总 黄酮 对 小 鼠 腹 腔 巨 咽 细 胞 释放 NO 能 力 及 相关 炎 性 因子 的 表达 和 分 泌 的 影响 
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190 在 LPS 等 炎症 物质 的 刺激 下 , 巨星 细胞 的 活性 增强 ,并 合成 和 释放 大 量 的 NO、TNF-a、 
191 IL-1B、 IL-10, IL-12, 炎症 介质 。 在 人 体 的 病理 过 程 中 多 种 炎症 细胞 和 细胞 因子 相互 


192 ”作用 ， 从 而 保证 人 体 的 正常 生理 过 程 P1。 研 究 发 现 ， 黄 酮 、 黄 酮 醇 、 查 尔 酮 等 黄酮 类 化 合 物 


peni 


193. 均 能 在 细胞 水 平 上 抑制 LPS 诱导 的 核 因 子 kb (NF-xb〉 革 基因 的 表达 和 IL-1 产生 ， 并 抑制 


194 ”机 体内 外 的 炎症 反应 P3。 急 性 肺 损伤 动物 模型 的 研究 结果 表明 , 用 黄酮 醇 、 黄 酮 对 动物 进行 


T 


195 ”干预 后 , 动物 机 体 支 气管 肺泡 灌 洗 液 中 的 炎症 因子 蛋白 含量 下 降 , 嗜 中 性 粒 细胞 减少 ,炎症 


196 得 到 缓解 外。 丹参 酮 类 成 分 是 白花 丹参 主要 有 效 成 分 之 一 ， 有 较 好 的 抗 炎 活性 ， 丹 参 酮 IA 


197 ”通过 抑制 炎症 因子 也 -10、TNF-a 以 及 血小板 的 表达 发 挥 抗 炎 作 用 PI。 甘草 黄酮 类 单 体 异 甘 


198 ” 草 素 能 抑制 RAW264.7 细胞 不 -18 和 IL-6 基因 表达 及 炎症 因子 的 释放 B11。 在 体外 抗 炎 研究 中 


199 ”发 现 ， 薪 麻 叶 总 黄酮 能 显著 降低 巨星 细胞 RAW264.7 的 炎症 因子 的 含量 ， 同 时 能 显著 提高 


200  IL-10 WHC), JH LPS 诱导 的 RAW264.7 细胞 炎症 模型 的 研究 也 发 现 ， 一 定 浓度 的 伯 叶 黄 


33]. ae 


j 类 化 合 物 还 能 抑制 LPS 所 引起 的 下 


201 ” 酮 能 显著 降低 细胞 中 TNF-a、NO、IL-6 的 含量 


nni 


200 ÑE NF-«b 靶 基 因 的 表达 、TAK1 和 蛋白 激酶 激活 和 一 些 炎症 因子 的 释放 B9， 说 明黄 酮 类 化 合 物 


203 ”对 体外 抗 炎 反 应 中 有 很 重要 的 作用 。 本 研究 结果 表明 ， 未 受 LPS 刺激 的 巨 噬 细 胞 上 清 液 中 


204 ”含有 少量 的 NO、TNF-a、IL-1B、I 氏 -6， 当 受到 LPS 刺激 之 后 ， 上 述 炎 症 因子 的 含量 显著 提 


205 ”高 ; 但 给 予 黄酮 类 化 合 物 后 ， 能 显著 降低 这 些 炎 症 因 子 的 含量 。 同 样 ，IL-10 在 没有 LPS 刺 


206 ” 激 前 的 含量 很 低 ， 给 予 黄 酮 类 化 合 物 后 ， 存 在 不 同 程度 的 上 升 。 所 以 ， 沙 莹 总 黄酮 能 降低 


207 LPS 炎症 模型 中 的 细胞 因子 TNF-a IL-18, IL-6. iNOS 的 基因 表达 量 , 并 提高 了 IL-10 含量 。 


208 5 结 论 


209 沙 莉 总 黄酮 能 提高 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 的 增殖 率 ， 降 低 细 胞 上 清 液 中 NO、TNF-a、IL-1B、 


210  IL-6 的 含量 以 及 细胞 中 TNF-a. IL-18, IL-6. iNOS 的 mRNA 表达， 同时 还 能 增加 IL-10 的 


211. EUX IL-10 mRNA RIA. HMU, WARI LPS 诱导 的 小 鼠 腹 腔 巨星 细胞 具有 显著 


212 ”的 抗 炎 作 用 。 
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Effects of Total Flavonoids from Allium Mongolicum Regel on Inflammatory Mediators induced 
by Lipopolysaccharide of Mouse Peritoneal Macrophages 
WANG Terigele WANG Cuifang Dan Ni SARuli DU Hongxi GUO Chunli 
Khas-Erdene CAO Qina AO Changjin* 

(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: In the present study, mouse peritoneal macrophages (MPM) induced by 
lipopolysaccharide (LPS) were used as an inflammation model to investigate the 
anti-inflammatory effect of total flavonoids from Allium Mongolicum Regel. The CCK-8 method 
was used to select the concentrations of total flavonoids that could stimulate cell viability of MPM. 
Based on the concentrations, cell treatments were control group, LPS group (stress model, 1 
ug/mL LPS), total flavonoids low dosage group (25 ug/mL total flavonoids*l pg/mL LPS), 
medium dosage group (50 pg/mL total flavonoids*1 pg/mL LPS) and high dosage group (100 
ug/mL total flavonoidst+1 ug/mL LPS). The Griess method was applied to examine the nitric oxide 
(NO) content in cell supernatant; the contents of tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin 


(IL)-6, IL-1B and IL-10 in cell supernatant were examined by the method of ELISA; the mRNA 
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expression levels of TNF-a, IL-6, IL-18, IL-10, and nitric oxide synthase (iNOS) of cells were 
tested by RI-PCR. The results showed as follows: 1) compared with the control, the cell 
proliferation ratio was significantly increased when the concentration range of total flavonoids 
was 25.0-200.0 ug/mL (P < 0.05). 2) Compared with the control, the content of NO in cell 
supernatant was significantly increased in LPS group (P«0.05); compared with LPS group, 
different concentrations of total flavonoids could inhibited NO production (P«0.05). 3) Compared 
with the control, the contents in cell supernatant and mRNA expression levels in cells of TNF-a. 
IL-6. IL-1p. IL-10 were significantly increased in LPS group (P < 0.05); compared with LPS 
group, when cells were treated with total flavonoids at concoctions of 25, 50, and 100 pg/mL, 
except for IL-1B in low dosage group, the contents of TNF-a, IL-6 and IL-1 in cell supernatant 
were significantly decreased (P < 0.05), and IL-10 content was significantly increased (P < 0.05); 
except for iNOS in high dosage group, total flavonoids at concoctions of 25, 50, and 100 ug/mL 
significantly inhibited the mRNA expression of TNF-a, IL-6, IL-15. iNOS in cells (P < 0.05), and 
trend to improve /L-10 mRNA expression, but the difference was not significant (P>0.05) . In 
conclusion, total flavonoids from A/lium Mongolicum Regel have a significant anti-inflammatory 
effect on MPM induced by LPS. 

Key words: Allium Mongolicum Regel; total flavonoids; LPS; mouse; peritoneal macrophages; 


stress model 


